
 

 

  فصل چهاردهم
 1بيوكالريمتري

  
  : تئوري بيوكالريمتري.1- 14

هاي بيولوژيك  ها و فرآيند سيستم. شناسي است هاي فيزيكي در زيست گرما يكي از مهمترين كميت
    هاي گرمايي نسبتا باريكي عمل  ها تنها در محدوده شديدا نسبت به حرارت حساسند و اين سيستم

  :شوند ط دو فاكتور تعيين ميها توس اين محدوده .نمايند مي
  

  .هاي شيميايي  دما بر فرآينداثر -1
  :شود وسيله معادله آرينيوس توصيف ميه اين اثر ب

  

)(
a

141−=
−

RT
E

eAk  
  

 ثابتي است A دماي مطلق و T ثابت جهاني گازها، R سازي، انرژي فعال aE  ثابت سرعت،kكه در آن 
هاي واكنشگر در واحد  دهنده تعداد كل برخوردهاي مولكول شود و نشان انس ناميده ميكه فاكتور فرك
دهد كه  مي معادله آرينيوس نشان. شود يابي صحيح است كه منجر به توليد محصول مي زمان با جهت

  .يابد هاي شيميايي با افزايش دما به طور نمايي افزايش مي  واكنشسرعت
  

  . تخريب گرمايياي بيولوژيك در برابرمره  حساسيت ساختمان پلي-2
نمونه خوبي از اثر اين دو . شود  ميDNAها و  شدن پروتئين به عنوان مثال، گرما موجب غيرطبيعي

  شده آنزيمي است كه با افزايش دما سرعت واكنش آنزيمي افزايش  هاي كاتاليز  در واكنشفاكتور،
يابد  طه از دست رفتن ساختمان آنزيم كاهش مييابد و در دماهاي بالاتر، سرعت واكنش به واس مي

  ):1-14شكل (
  
  
  
  

                                                 
١ Biocalorimetry 
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   هاي شيميايي و از جمله  دما سرعت واكنش. شده آنزيمي  اثر دما بر يك واكنش كاتاليز:)1-14(شكل 
يابد كه  شدن ساختمان آنزيم نيز با افزايش دما افزايش مي غيرطبيعي. دهد هاي آنزيمي را افزايش مي واكنش
  .نمودار فعاليت آنزيمي در مقابل دما نتيجه اين دو فرآيند متضاد است. گردد به غيرفعال شدن آن ميمنجر 

  

قانون اول . نمايد هاي شيميايي كمك مي شدن انرژي در واكنش گرما همچنين به درك ما از جاري
در حين يك رود بلكه تنها  آيد و نه از بين مي كند كه انرژي نه بوجود مي ترموديناميك بيان مي

شده  شده و يا توليد توان گرماي مصرف  مي،اين قانون ر اساسب. دهد واكنش شيميايي تغيير شكل مي
اي كه به اين منظور مورد  وسيله. گيري نمود طور مستقيم اندازهه در حين فرآيندهاي شيميايي را ب

با وارد و يا خارج نمودن روش معمول اين است كه . شود گيرد، كالريمتر ناميده مي استفاده قرار مي
حرارت، واكنش در دماي معيني ثابت نگاه داشته شود و مقدار گرماي مورد نياز كه بايد افزوده شده 

هاي  واكنشهاي كالريمتري  گيري اندازه. شود گيري مي  به طور اتوماتيك اندازه،و يا كسر گردد
پروتئين و بازشدگي پروتئين،  −تئين، تشكيل كمپلكس پرو−DNA بيوشيميايي از قبيل اتصال پروتئين

  .شود بيوكالريمتري ناميده مي
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  :ها سازي واكنش انرژي فعال .2- 14
شدن پيوندها انرژي   شكسته براي.شوند  يك واكنش شيميايي، پيوندها شكسته و يا تشكيل ميدر

م تشكيل پيوند به عنوان مثال، در هنگا. گردد يل پيوندها، انرژي آزاد مي تشك شود و دربايد داده
  ؛پپتيدي بين دو اسيد آمينه گلايسين

  

NH2 – CH2 – COOH + NH2 – CH2 – COOH 

) 14 -2                                            (↓ 

NH2 – CH2 – CO – NH – CH2 – COOH + H2O  
 

ند  اسيد آمينه ديگر بايستي شكسته شود و يك پيوN–H يك اسيد آمينه و پيوند C–OHپيوند 
يند تشكيل اگر فرآيند شكسته شدن پيوندها به انرژي كمتري از فرآ.  تشكيل شودCO–NHپپتيدي 

 3در حالت عكس، واكنش اندوترميك. مندنا  مي2 اگزوترميك آنگاه واكنش، راپيوند نياز داشته باشد
  .شود ناميده مي

ي از مقادير انرژي  جمعيتي از واكنشگرها با دامنه وسيع،هاي شيميايي تئوري برخورد واكنش
 برخورد دهد كه آنها با يكديگر واكنش تنها وقتي بين واكنشگرها روي مي. گيرد شيميايي را در نظر مي

هايي  تنها مولكول.  و يا تشكيل پيوند شركت كرده و به محصول تبديل شوندنموده و بتوانند در شكست
)( سازي شان از انرژي فعال كه انرژي aE انرژي . توانند با يكديگر واكنش دهند بزرگتر باشد مي   

شود  آورد كه سد انرژي پتانسيل ناميده مي سازي سد موثري را در مقابل انجام واكنش بوجود مي فعال
   تعداد . باشند هاي واكنشگر قادر به غلبه بر اين سد انرژي پتانسيل مي و تنها بخشي از مولكول

  :كنند سازي از توزيع بولتزمن تبعيت مي  از انرژي فعالبيشترهاي با انرژي  مولكول
  

)(
a

143 −=
−

RT
E

enn o  
  

يشتر از انرژي     هاي با انرژي ب تعداد مولكول n ها در جمعيت و تعداد كل مولكول on كه در آن
گيري كنيم، آنگاه قادر خواهيم  ر دماهاي مختلف اندازهاگر بتوانيم ثابت سرعت را د. سازي است فعال

                                                 
٢ Exothermic 
٣ Endothermic 
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           وريمبدست آ T/1 در مقابل klog را از نمودار aE بود با استفاده از معادله آرينيوس،
REa  زيرا شيب چنين نموداري معادل)2-14شكل (   :خواهد بود −//3032

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

. اند هاي شيميايي به طور نمايي به دما وابسته واكنش (a). نمودار آرينيوس يك واكنش شيميايي: )2- 14(شكل 
(b)انرژي فعال سازي  )( aE دنمودار آرينيوس محاسبه نموتوان از شيب  را مي.  

  

  : نشان داده شده است(14-3)در شكل  aE وارتباط بين انرژي واكنشگرها 
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   اگزوترميك منجر به آزاد شدن انتالپي يك واكنش (a).ها هاي انرژي پتانسيل واكنش دياگرام: )3-14(شكل 
انتالپي واكنش  ΔH  وسازي انرژي فعال aE . استانتالپي يك واكنش اندوترميك همراه با جذب (b). شود مي

  .است
  

هاي اندوترميك همراه با جذب  كنند در حالي كه واكنش هاي اگزوترميك گرما آزاد مي واكنش
. شود  ناميده مي4شده در مسير واكنش، حالت گذار گونه پرانرژي و ناپايدار تشكيل. باشند گرما مي

     اشند و در مسير چنين سازي ب ها ممكن است داراي چندين سد انرژي فعال برخي از واكنش
اي كه بزرگترين سد انرژي   مرحلهدر چنين مواردي. وجود داشته باشدهايي چندين حالت گذار  واكنش
واكنش كل  سرعت كننده سازي را دارد، كندترين مرحله واكنش بوده و اين مرحله، مرحله تعيين فعال

  .شود محسوب مي
  

  :انتالپي .3- 14
. شود واكنش ناميده مي (ΔH) شده در حين يك واكنش تغيير در انتالپي شده يا جذب انرژي توليد

گرهاست در  محصول بزرگتر از مقدار انتالپي واكنش (H) هاي اندوترميك، مقدار انتالپي در واكنش
  :شود انتالپي به صورت زير تعريف مي. هاي اگزوترميك حالت عكس صادق است حالي كه در واكنش

  

)( 144−+= VpUH  

                                                 
٤ Transition State 
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در يك واكنش شيميايي كه در يك سيستم .  استp حجم در فشار V انرژي دروني و U كه در آن
از  (ΔU) ، تغيير در انرژي دروني)حجم را دارد - كار فشارانجام كه تنها توانايي (ترموديناميكي بسته 

  :آيد زير بدست مي رابطه
  

)( 145−−=Δ ∫ pdVqU  
  

  . سيستم و محيط مبادله مي شود گرمايي است كه بينqكه در آن 
  :شود  به صورت زير تعريف مي(ΔH) تغيير انتالپي

  

)( 146 −++Δ=Δ ∫∫ VdppdVUH  
  

و ) 5-14(با ادغام دو معادله . به ترتيب تغيير حجم و فشار در حين واكنش است dpو  dVكه در آن 
  :خواهيم داشت) 6- 14(

)( 147 −+=Δ ∫VdpqH  
  

)(  در فشار ثابتبنابراين، 0=dp خواهيم دهد حجم انجام مي - براي سيستمي بسته كه تنها كار فشار ،
  :داشت

)( 148 −=Δ qH  
  

    وسيلهه ب) فشار ثابت(توان در يك كالريمتر ايزوبار  را مي (ΔH) از اينرو، در فشار ثابت، مقادير
  .تعيين نمود) شده شده و يا جذب گرماي آزاد (qگيري مستقيم  اندازه

تغيير فاز از جامد به مايع و . انتالپي خاصيت ذاتي هر مولكول در شرايط معين دما، فشار و فاز است
استاندارد نمودن و . شود از مايع به گاز منجر به مقادير انتالپي ذاتي متفاوتي براي يك مولكول معين مي

)( ت انتالپي استاندارد واكنشها به صور مقايسه مقادير انتالپي از طريق گزارش داده oHΔ  صورت 
گرها در غلظت   انتالپي استاندارد واكنش به صورت تغيير انتالپي روي داده وقتي كه واكنش. گيرد مي

1 M در Co25 شود دهند، تعريف مي و در فشار يك اتمسفر با هم واكنش مي.  
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  :انتروپي .4- 14
بيان  قانون دوم ترموديناميك .هاست  تمامي مولكولنيز يك كميت ترموديناميكي ذاتي (S) پيانترو

شود به  بخود مي  متحمل تغيير خود كه در تعادل ترموديناميكي نيستمنزويد كه يك سيستم كن مي
ه  و بهاي بيولوژيك اين قانون به ويژه در ارتباط با ماكرومولكول. اش افزايش يابد نحوي كه انتروپي
     هاي غيرمعمول منظمي  ها داراي ساختمان  است زيرا اين سيستمهاي بيولوژيك طور كلي سيستم

  .هاي منظم بيشتري دارند باشند و تمايل طبيعي به پذيرفتن شكل مي
با .  داراي انتروپي صفر استكه هيچ حركت ارتعاشي نداشته باشديك جامد كريستالي كامل 

    تبديل جامد به مايع منجر به تغيير انتروپي بزرگي. يابد ي نيز افزايش ميافزايش دما، سطح انتروپ
هر فرآيندي . شود و همچنين تبديل مايع به گاز نيز با افزايش انتروپي باز هم بيشتري همراه است مي

  شدن يك جامد در يك حلال مايع، افزايش تعداد  نظمي شود، مثل حل كه منجر به افزايش بي
  .گردد  موجب افزايش انتروپي مي،شدن پروتئين در يك واكنش شيميايي يا بازها  مولكول

  :شود  تعريف ميزير به صورت )ΔS(تغير انتروپي بر طبق قانون دوم ترموديناميك، 
  

)(= ∫ 14-9
T

dq
S revΔ  

  

  در يك فرآيند.شود پذيري است كه بين سيستم و محيط مبادله مي ، گرماي برگشت qrevكه در آن 
TqS ،)فرآيندي كه در طول آن دما ثابت باشد( 5مدماه rev /=Δ باشد مي.  

 SurrondingSΔ و SystemSΔ كه از مجموع( TotalSΔ پيامد قانون دوم ترموديناميك اين است كه

  :يعني. بزرگتر از صفر باشد) آيد بدست مي
  

)(SystemTotal 14100 −〉Δ+Δ=Δ SurrondingSSS  
  

اگر محيط به اندازه كافي بزرگ . دهد  ميباشد، سيستم به محيط اطرافش گرمااگر واكنش اگزوترميك 
   كه در مورد (باشد كه گرماي جذب شده توسط محيط از سيستم موجب افزايش دمايش نشود 

  :توان نوشت  مي در فشار ثابت، آنگاه)هاي زنده معمولا چنين است سلول

                                                 
٥ Isothermal 



    بيوفيزيك.......................................................................................................................................................
 

 

 218 

  

)(System
System 14110 −〉

Δ
−Δ

T
H

S  

  يا
)(SystemSystem 14120 −〉Δ−Δ HST  

  

SystemSystem شوند كه بخود عموما وقتي انجام مي هاي خود بنابراين واكنش STH Δ〈Δ باشد .     
 SystemSTΔ شوند كه به اندازه كافي بزرگ موجب مي SystemSΔ هاي اندوترميك با مقادير واكنش

  .شوند بخود انجام  خودبه طور ها در دماهاي بالا  شود و اين واكنش SystemHΔ بزرگتر از
  

  :انرژي آزاد .5- 14
ها داراي مقادير انتالپي و انتروپي ذاتي در شرايط معين دما، فشار و فاز  همانطور كه تمامي مولكول

باشند كه به صورت  وع خاصي از انرژي ميها داراي مقادير متفاوتي از ن باشند، همچنين همه مولكول مي
، انرژي آزاد 6اين انرژي، به افتخار ويلارد گيبس. شود دسترس براي انجام كار توصيف مي انرژي در

به . باشند  ميGبخود هميشه همراه با كاهش در  هاي شيميايي خود واكنش. شود ناميده مي G)( گيبس
    هاي  واكنش. نامند  مي7هايي را اگزرگونيك چنين واكنش. آنها منفي است GΔ عبارت ديگر،

بخود، با  براي يك واكنش خود. شوند ه ميدي نام8 اندرگونيكمثبت هستند و GΔ بخود داراي غيرخود
  : نوشتتوان مي) 12-14(و معادله  GΔ توجه به تعريف

  

)( 14130 −〈Δ−Δ=Δ STHG  
  

اين معادله نشان دهنده اين حقيقت است كه تنها بخشي از انرژي آزاد واقعا براي انجام كار در 
  .شود باشد زيرا بخشي از آن در تغييرات انتروپي مستهلك مي دسترس مي

  
  

                                                 
٦ Willard Gibbs 
٧ Exergonic 
٨ Endergonic 
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  :9كالريمتري تيتراسيون همدما .6- 14
هاي شيميايي  ه طور مستقيم تغييرات انتالپي را در حين واكنشتوان ب با استفاده از بيوكالريمتري مي

  دو نوع عمده كالريمتري كه امروزه به طور گسترده مورد استفاده قرار . گيري نمود و فرآيندها اندازه
  :گيرند عبارتند از مي

  .  (DSC)10 و كالريمتري اسكن تفاضلي(ITC) همدما كالريمتري تيتراسيون
ITCگيري تغييرات ر مستقيم براي اندازه ممكن است به طو HΔ فرآيندهايي از قبيل اتصال ليگاند و 

براي مطالعه تغييرات فاز آغاز شده توسط گرما در  DSC .تشكيل كمپلكس مورد استفاده قرار گيرد
ترهاي ترموديناميكي فرآيندها مورد و ديگر پارام HΔ گيري مقادير مرها و همچنين اندازه يلپ بيو

  .گيرد استفاده قرار مي
  

  : نشان داه شده است(14-4) در شكل ITCشماي اجمالي يك دستگاه 
  

  
  

اي مثل يك ليگاند به يك پروتئين  افزودن ماده.  تيتراسيون همدماشماي يك دستگاه كالريمتر: (14-4)شكل 
 چندين بار چنين ،در حين يك آزمايش. شود مي گرما ميشدن و يا جذب مقدار ك در سل نمونه موجب آزاد

  .شود گيري و آناليز مي شده به طور الكترونيكي اندازه تزريقي صورت گرفته و گرماي آزاد و يا جذب
  

                                                 
٩ Isothermal Titration Calorimetry 
١٠ Differential Scanning Calorimetry 
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،  ITCدر يك آزمايش . كند ها عمل مي ليتر پروتئين گرم بر ميلي اين سيستم در محدوده غلظتي ميلي
شده به سل كالريمتر  ده به صورت تابعي از مقادير كم معرف افزودهش شده و يا جذب گرماي آزاد

سل مرجع فقط حاوي . باشد دستگاه داراي يك سل مرجع و يك سل نمونه مي. شود گيري مي اندازه
تواند  شده به سل نمونه مي معرف افزوده. بافر است در حالي كه سل نمونه داراي پروتئين و بافر است

 11هاي يكسان افزايش معرف در حجم.  يا سوبسترا يا مهاركننده يك آنزيم باشدليگاند يك پروتئين و
  . ليگاند وجود دارد بهشود و در ابتداي آزمايش، پروتئين در مقادير اضافي نسبت كوچك انجام مي

ور طه تواند ب حاصل از افزايش هر حجم يكسان معرف مي HΔ اين بدين معني است كه مقادير
هاي  هر تزريق مقدار بزرگي است ولي با تزريق HΔ هاي اوليه، در تزريق. گيري شود انفرادي اندازه
 سل كالريمتر شدن ليگاند در محلول موجود در رقيق HΔ كاهش يافته و شبيه به HΔ بعدي مقادير

  ):5- 14شكل (شد  خواهد

  
 را DNAكنش با   از دارويي كه قابليت ميانهاي كوچك يكسان ، حجم ITCدر يك آزمايش : )5-14(شكل

باشد تزريق شده و گرماي حاصله از هر تزريق  ميDNA  كه حاوي ITCدرون سل ه دارد به طور متناوب ب
خطوط معكوس در ( براي هر تزريق  گرماي محلولپس از كسر نمودن). بخش بالايي(ردد گ گيري مي اندازه

  ).نقاط مربعي شكل در بخش پاييني(آيد  ، ايزوترم اتصالي براي چنين فرآيندي بدست مي)بخش بالايي
  

                                                 
١١ Aliquots 
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HΔ شده، تغيير انتالپي كل است كه شامل گرماي فرآيندهايي از قبيل تشكيل پيوندهاي  گيري اندازه
  تعادلات موجود در سيستم از قبيل تغييرات كننده و ديگر كنش  ميانهاي غيركووالان بين مولكول

  .باشد كنش با حلال مي شونده و تغييرات ناشي از ميان  هاي يونيزه فضايي، يونيزاسيون گروه  بناي
 شود و با ديگر  غالبا به صورت انتالپي ظاهري گزارش ميITCنتايج حاصل از يك آزمايش 

با . گيرد مورد مقايسه قرار مي) DSCهاي  مثلا داده(اند   يكسان انجام شدههايي كه در شرايط آزمايش
فضايي و اثرات حلال تميز  توان سهم اثرات اتصالي را به طور صحيح از اثرات بناي اي مي چنين مقايسه

  .داد
  

   ITCهايي از كاربردهاي  مثال .7- 14
  

  :هاي اتصالي  در آزمايشITC استفاده از .1- 7- 14
ITC     ابزار مفيدي را براي مطالعه فرآيندهاي اتصالي كه در آنها پروتئين (P) به ليگاند (L) متصل 

  :كند  فراهم ميشود مي
)(PLLP 1414−↔+  

  

  : را بدست آورد(Kd) و ثابت تفكيك (Ka)توان ثابت اتصال   ميITCبا استفاده از 
  

)(
]L[]P[

]PL[
a 1415−=K  

  و

)(
]PL[
]L[]P[

d 1416−=K  
  

Kd توسط معادله زير به GΔشود  مرتبط مي:  
  

)(ln d 1417 −−=Δ KRTG  
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 ابزار مناسبي ITC يابد، شدن سيستم به حالت تعادل كاهش مي   اتصالي با نزديك HΔ از آنجايي كه
توان  شدن مي  مثل گرماي رقيقكردن گرماهايي با كسر. هاي اتصالي است كنش براي مطالعه ميان

  . را محاسبه نمودKa يا Kd با استفاده از آن وايزوترم اتصالي را بدست آورد 
  

  : ITCوسيله ه  تعيين تغيير ظرفيت گرمايي ب.2- 7- 14
ظرفيت . ظرفيت گرمايي يا گرماي ويژه يك ماده معياري از توانايي آن ماده براي جذب گرماست

دهند و عبارت است مقدار گرمايي كه در فشار   نمايش ميCpبه صورت گرمايي در فشار ثابت را 
 به عنوان مثال، گرماي ويژه آب. دهد افزايش مي Co1  ماده را به اندازه1g دماي ،ثابت

Cg/cal o1 است در حالي كه گرماي ويژه اتانول Cg/cal/ o580 گرماهاي ويژه تفاوت. باشد مي 
هاي يكساني از آب و اتانول مقدار انرژي گرمايي يكساني  اين دو ماده به اين معني است كه اگر وزن

هايي كه با شركت  براي بيشتر واكنش. يابد را جذب كنند، دماي اتانول بيشتر از آب افزايش مي
 محصولات با هم اختلاف قابل گرها و  واكنشCpباشند، مقادير  ي پايين ميكولهايي با جرم مول مولكول

هاست،  هاي بزرگي مثل پروتئين  در مورد فرآيندهايي كه با شركت مولكولدر حالي كه. وجهي نداردت
 رفتار متفاوتي از آب مرهايي پلي آب اتصال يافته به سطح چنين بيو. تواند بزرگ باشد مي Cpتغيير در 
گريز دروني پروتئين در  ا كه در حين آن نواحي آبه شدن پروتئين در فرآيندهايي مثل باز. توده دارد

ها توسط  ساختمان پروتئين. تواند بزرگتر نيز باشد  ميCpگيرد، تغيير در  معرض تماس با آب قرار مي
يابد، صلبيت  وقتي دما افزايش مي. شود گريز دروني نسبتا صلب نگاه داشته مي هاي آب كنش ميان

  حالت غيرطبيعيCpيابد كه منجر به افزايش زياد  توجهي كاهش ميساختماني پروتئين به مقدار قابل 
در حين فرآيندهايي از قبيل تشكيل كمپلكس بين پروتئين و . شود  حالت طبيعي ميCpشده نسبت به 
م با آب دور نگاه ك پروتئين ممكن است از تماس مستقياي از سطح ي هاي قابل ملاحظه ليگاند، بخش

و  pCΔ در واقع ارتباط مستقيمي بين. گردد  ميCpثر معكوس و كاهش زياد داشته شده كه منجر به ا
 در حين تشكيل كمپلكس از تماس با آب دور نگاه داشته كه  ساختمان پروتئين مساحت سطحي از

  . وجود داردشود مي
 براي ITCتوان از  كنند، مي كار مي −Co600  معمولا در محدودهITCهاي  از آنجايي كه دستگاه

ي ها، انتالپي و انتروپي در دماCpتغيير در . تعيين تغييرات ظرفيت گرمايي با افزايش دما استفاده نمود
  :شود  توسط معادله زير داده ميT2 و T1متفاوت 
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)(
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 −pCΔ كند كه شيب آن معادل ط راستي را توليد ميدر مقابل دما خ HΔ  تغييراترسم نمودار

  ):6- 14شكل (است 
  

  
 خط راستي Tدر مقابل  pCΔ  تغييراتنمودار. هاي انتالپي تعيين گرماي ويژه با استفاده از داده: )6-14(شكل 
  .باشد مي −pCΔ با شيب

  

مرها  پلي كند كه بتوان تغييرات ساختماني در بيو  اين امكان را فراهم ميITCتوسط  pCΔ گيري اندازه
 DNAدر حين فرآيندهايي از قبيل تشكيل كمپلكس، تاخوردگي پروتئين و تشكيل مارپيچ مضاعف را 

  .مورد تعقيب قرار داد
  

  :كالريمتري اسكن تفاضلي .8- 14
DSC    مده تكنيك بيوكالريمتري است كه تغييرات  دومين نوع عCpتابعي از تغيير ا به صورت ر 
اين تكنيك به ويژه در تعيين پارامترهاي ترموديناميكي فرآيندهايي كه با . نمايد گيري مي دما اندازه

، قدرت pHاثرات شرايط آزمايشي مختلف از قبيل .  مفيد استشوند افزايش يا كاهش دما شروع مي
 پارامترهاي ترموديناميكي  بر رويDSCوسيله ه توان ب  حضور يا غياب ليگاند را ميحلال ونوع يوني، 

       مرها كه ناشي از پلي اين تكنيك به ويژه نسبت به تغييرات فاز در بيو. مورد مطالعه قرار داد
از .  است بسيار حساسدگي پروتئين و اتصال ليگاند باشدش هايي از قبيل اتصال پروتئين، باز پديده
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شوند، مقايسه محلول نمونه با يك  گيري مي اندازه pCΔ آنجايي كه معمولا مقادير بسيار كوچك
هاي كافي  به علاوه، براي بدست آوردن داده.  ضروري استلول مرجع كه تنها حاوي بافر باشدمح

  .هاي مكرر انجام داد  بايستي اسكنCpبراي تعيين صحيح 
گرم   ميلي1-5، محلول پروتئين در بافر به غلظت DSC  مرجع، بافر و در سل نمونه دستگاه در سل
 چون پروتئين در اثر گرم. شوند اين دو محلول به طور الكتريكي گرم مي. شود ليتر قرار داده مي بر ميلي

شدن  غيرطبيعي(كند  شود، گرماي بيشتري نسبت به سل مرجع دريافت مي شدن غيرطبيعي مي
    و جريان الكتريكي بيشتري براي گرم كردن سل نمونه ثبت) ها اندوترميك است حرارتي پروتئين

اين . شود  و اين عمل چندين بار تكرار مي13شوند ، سرد مي12هر دو سل پس از گرم شدن. شود مي
و يا هاي مكرر جمع زده شده و انتالپي فرآيندهايي از قبيل بازشدگي پروتئين، اتصال ليگاند  اسكن

) 7-14( در شكل DSCشماي كلي يك دستگاه . شود گيري مي تشكيل كمپلكس به طور صحيح اندازه
  :نشان داده شده است

  

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  

  .يمتر اسكن گرماييرشماي كلي يك كال: )7–14(شكل 

                                                 
١٢ Up Scan 
١٣ Down Scan 
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ه هاي جديدتر محدود كنند و دستگاه  كار مي−Co981 در محدوده DSCبيشتر كالريمترهاي 
 را در محدوده بزرگي از غلظت ماكرومولكول، DSCمعمولا يك آزمايش . تري دارند گرمايي گسترده
به . دهند ، قدرت يوني و غيره انجام ميpH  و شرايط متنوع آزمايشي از قبيل (K/h)سرعت اسكن 

) 8-14(در شكل  بدست آمده 14 كه پس از كسر كردن سيگنال پايهDSCعنوان نمونه، يك سيگنال 
  :نشان داده شده است

  

  
دماي ذوب . شدن گرمايي كوئيتين در يك آزمايش غيرطبيعي كالريمتري اسكن گرمايي يوبي: )8- 14(شكل 
)( Cpآيد در حالي كه تغيير در  بدست مي DSC از نوك پيك (Tm) پروتئين pCΔ  از تفاضلCp حالت طبيعي 

  .ودش شده پروتئين محاسبه مي و غيرطبيعي
  

نيز از ديگر  pCΔ  وTmشدن گرمايي و  دهنده انتالپي فرآيند غيرطبيعي سطح زير منحني، نشان
آل، اين پارامترهاي ترموديناميكي نبايستي  طور ايدهه ب.  استDSCاطلاعات بدست آمده از سيگنال 

ي كه تنها فرآيندهاي مربوط به از آنجاي. وابستگي به سرعت اسكن و يا غلظت نمونه داشته باشند
 تكنيك مناسبي براي مطالعه DSCباشد،  گيري مي قابل اندازه pCΔ هاي بزرگ داراي مقادير مولكول
  . استITCهايي است و اين نكته وجه مهم اختلاف اين تكنيك و  هاي مربوط به چنين مولكول فرآيند

                                                 
١٤ Baseline 
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تواند تكميل و تاييد   ميCD مستقل مثل ي اسكپتروسكوپيها  توسط روشDSCاطلاعات حاصل از 
 رايبونوكلئاز نشان داده  در مورد آنزيمCD و DSCتطابق اطلاعات حاصل از ) 9–14(در شكل . شود

  :شده است
  

  
 بايستي از سيگنال (B) رايبونوكلئاز، سيگنال پايه DSCبراي بدست آوردن نمودار نهايي : )9–14(شكل 

 سيگنال  آنزيم در نوكTmكند كه   تاييد ميCD (C)نمودار .  كسر گردد(A)رمايي آنزيم شدن گ غيرطبيعي
DSCواقع شده است .  

  

هاي غيركالريمتري و مقايسه آن با روش  تعيين پارامترهاي ترموديناميكي توسط روش .9- 14
  :كالريمتري

   گرها بدست كنش از نسبت غلظت محصولات به وا(Ka)براي هر فرآيند شيميايي، ثابت تعادل 
توان كسري از   مانند فلوئورسانس ميهاي اسپكتروسكوپي به عنوان مثال، با استفاده از روش. آيد مي

 15اين مقادير توسط معادله وانت هوف. دگيري نمو شده وجود دارد را اندازه  كه در حالت بازپروتئين
  :شوند به تغيير انتالپي واكنش مرتبط مي

  

)(
d
lnd 14192 −

Δ
=

RT
H

T
Ka  

                                                 
١٥ van't Hoff 
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. واكنش را تعيين نمود HΔ ن به روش غيركالريمتريتوا از اينرو با استفاده از معادله وانت هوف مي
مقايسه . دهند نشان مي vhHΔ شود كه آن را با انتالپي بدست آمده، انتالپي وانت هوفي ناميده مي

)( انتالپي كالريمتري calHΔ يو انتالپي وانت هوف )( vhHΔ تواند اطلاعات مفيدي در مورد ماهيت  مي
اگر .  پروتئين بدست دهد(D)شده   به حالت غيرطبيعي)N(يك انتقال به عنوان مثال از حالت طبيعي 

 16دو حالتي پروتئين در يك مرحله منفرد صورت گيرد، اين انتقال D به حالت Nانتقال از حالت 
 نيز در انتقال حضور داشته باشند، D و Nهاي حدواسط حالات  شود در حالي كه اگر گونه محسوب مي

  .آيد  به شمار مي17انتقال چند حالتي
  

  :تست انتالپي براي يك انتقال دو حالتي.10- 14
تشخيص ين انتقال ها را در ح توانند حضور حدواسط  به خودي خود ميهاي كالريمتري گيري اندازه

       دهنده حضور  كه نشانها مشاهده شده  زيادي دو يا چند فاز در ترموگرامدر موارد. دهند
شود در   تنها يك انتقال مشاهده مي در آنهادر عين حال، مواردي وجود دارند كه. هاست حدواسط

نظر از  غيير انتالپي كل را، صرف، تcalHΔ .هايي نيز امكان حضور دارند حالي كه حدواسط يا حدواسط
معادل  vhHΔ براي يك انتقال دو حالتي،. كند گيري مي اينكه فرآيند دو و يا چند حالتي است، اندازه

calHΔ نسبت،از اينرو. است  calvh HH ΔΔ يك روش مناسب براي تاييد وجود مكانيزم دو حالتي  /
 1نسبت كوچكتر از .  باشد، هيچ حدواسطي حضور ندارد1است بدين معني كه اگر اين نسبت معادل 

  باشد كه 1تواند بزرگتر از  در برخي موارد نيز اين نسبت مي. نشان دهنده حضور حدواسط است
  .دهنده وقوع تجمع در سيستم است نشان

  

  :شدگي پروتئينكالريمتري اسكن تفاضلي در مطالعه باز - مثال .10-1- 14
 باشند كه موجب تقسيم بسياري از هايي مي  سايتوكين(FGFs) 18فاكتورهاي رشد فيبروبلاست

  .هاي سلولي است ها به گيرنده اين اثر ناشي از اتصال اين فاكتور. شوند ها مي سلول
تليال، هاي مايوبلاست، اندو به چهار نوع گيرنده سلولي سلول (aFGF)فاكتور رشد فيبروبلاست اسيدي 

 ين به هپارين موجب پايداري بيشتر آناتصال اين پروتئ. شود كوندروسيت و فيبروبلاست متصل مي

                                                 
١٦ Two-State 
١٧ Multi-State 
١٨ Fibroblast Growth Factors 
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در غياب هپارين، . شود  بالا و همچنين تجزيه آن توسط پروتئوليز و اكسيداسيون ميpHدر برابر دما و 
Tmوتئين موجب  پروتئين نزديك به دماي فيزيولوژيك است و حضور هپارين و اتصال آن به پر

مانده  فاكتورهاي رشد فيبروبلاست اسيدي داراي سه باقي .شود مي Co20ه  آن به اندازTmافزايش 
سولفيد در ساختمان آنها موجب غيرفعال شدن آنان در غياب  باشند و تشكيل پل دي سيستئين مي
  .گردد مي شدن دوباره آن ث فعالكننده باع تيمار پروتئين توسط عوامل احياء. شود هپارين مي

 بدست DSC آن توسط هاي كالريمتري به منظور مطالعه بيشتر فرآيند بازشدگي اين پروتئين، داده
هاي فسفات و سولفات  نشان داده شده، افزودن يون) 10-14( طور كه در شكل همان. آمده است

  : پروتئين شده استTmموجب افزايش قابل توجهي در 
  

  
هاي   يونmM 10و حضور ) شاهد( در غياب aFGFترموگرام كالريمتري اسكن تفاضلي : (14-10)شكل 

توجه داشته .  است هر حالت نيز در شكل نشان داده شدهTmو  calHΔ ، vhHΔ مقادير. فسفات و سولفات
)( DSCتعيين شده توسط  HΔ باشيد كه calHΔ كوچكتر از vhHΔ است.  

 


